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Abstract; Presence of heavy metal compounds, such as mercury, chromium, and lead, 
were detected in cultured mammalian cells, LLC-MK2, by means of energy disperse type 
electron microscope, Introduction of these heavy metal compounds at high concentrations 


from 1 to 10 mM in the culture medium, resulted in the morphological change of cultured 
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cells after 2 days of incubation at 37°C. The change was accompanied by the appearance © 


of intracytoplasmic electron-dense granules from which significant levels of metal-specific 
signals were recorded. On the other hand, no significant metal-specific signals were 
recorded in the specimens when the cells were maintained for 2 days under media con- 
taining less than 0.1 mM of these metal compounds, The results indicated the capacity 
and limitation of the equippment to detect the accumulation of the heavy metals in medical 


or biological specimens. 
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緒 a 


を 比較 的 簡単 な 生物 学 的 実験 系 を 用 いて 確か め て お 
< DENDA. この 目的 の た め に 我々 は 路 乳 類 の 匿 


か 附属 装置 と し て 装備 され て お り , 生体 内 に 取り 込 
まれ た 金属 , 殊 に 重金属 化合 物 の 局 在 部 位 を 電子 顕 
徴 鏡 レ ベル で 研究 する た め に 有力 な 手段 と 考え られ 
る . し か し な が ら , 当 人 研究 所 が 研究 対象 と し て いる 
熱帯 地 に お ける 医学 お よび 生物 学 的 諸 問 題 の 研究 に 
この 装置 を 駆使 で きる た め に は , その 金属 検知 能力 


養 細胞 の 一 つ で ある アカ ゲ ザ ル 腎 の 境 養 細胞 を 用 い 
て その 培養 液 に 水銀 , クロ ム , $, の 3 種類 の 重 金 
属 塩 を 種々 の 濃度 に 加え た の ち , 培養 細胞 か ら 作 成 
し た 超 簿 切片 か ら 各々 の 金属 に 特有 の シグ ナル を 分 
析 型 電子 顕微 鐘 を 用 いて 検出 で きる か 硝 か を 検討 し 
Ta; 
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材料 と 方 法 

細胞 培養 : アカ ゲ ザ ル 腎 培養 細胞 LLC-MK2 は 
タイ 国 ウ イル ス 研 究 所 より 分 与 き され た も の を 10 多 全 
生 血 清 加 イー グル 培養 液 を 用 いて 60mm ペトリ 皿 の 
中 で 37°C, 7 日間 , 5 RESA を 含む 気 相 中 で 
ELI. 

重金属 化合 物 と それ に ょ る 培養 細胞 の 処理 : 実験 
こ 用 いた 重金属 化合 物 は 塩化 第 二 水銀 (HgCL。), 
塩化 クロム (CrCi), 酢酸 鉛 (Pb(CH3COO)), 
の 3 種 で 。 各 々 を 100mM の 水溶 液 と し , BERA 
の 後 希釈 し 最終 濃度 が , 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 
お よび 10mM に な る よう 細胞 培養 液 に 加え た . 
細胞 は さら に 2 日 間 培 養 を 続け た の ち , 形態 学 的 変 
化 を 倒立 光学 顕微 鏡 で 観察 し た の ち 下 記 の と お り 電 
子 顕微 鏡 用 超 薄 切片 を 作成 し , 観察 し た . 

超 薄 切片 の 作成 と 電子 顕微 鏡 に よる 観察 : 培養 細 
胞 を ラバ ー ポ リー スマ ン で か き と り 遠心 で RY, 
0.1M リン 酸 緩衝 液 で 1 回 洗っ た 後 , 同 緩衝 液 で 希 
釈 し た 2 グル ター ル ア ル デ ヒ ド と , 2 多 四 酸化 オ 
スミ ウム で 二 重 固 定 を 行い = REM BH 
L, ライ ヘル ト 製 ウル トラ ミク ロト ー、 ょ OMU2 弄 
で ガラ スナ イフ を 用 いて , 昼 さ 0.4gm の 切片 を fF 
RL, 0.5 久 ネオ プレ ン W を 塗布 し た 銅 メ ッ シュ に 
直接 載せ た . 切片 は 無 染色 で カー ボン コー ティ ング 
DAG VW, 日 本 電子 JEM100CX 型 分 析 電 子 顕微 鏡 
を 用 いて , モー ド STEM, 加速 電圧 100kV で 観察 
Lic. 金属 化合 物 の 検出 は 加速 電圧 100kV ORD 
析 で , オル テッ ク 社 の EEDS I を 使用 し た . 分 析 
時 の 試料 の 傾斜 は 20『。 プ ロー プ 電 流 値 は 8.8X10~“ 
A で ある . 


結 | IR 
実験 に 用 いた 重金属 化合 物 は 最終 濃度 で 0.1mM 
以下 に 培養 液 に 加え て も 2 日 間 の 培養 で は , 重金属 
を 加え な か っ た 対照 と 同様 。 LLC-MK2 細胞 に 3 
学 頭 微 鏡 で 認め られ る 変化 を 引き お こさ な か っ た し 
電子 顕微 鏡 切 刻 で も 金属 元素 は 検出 され な か っ た . 
写真 1 は 重金属 を 加え な か っ た 対照 の LLC-MK2 
細胞 で , a 点 と b 点 で 金属 分 析 を 行っ た が , 両 点 共 
同一 の スペ クト ル が 得 ら れ , スペ クト ル の エネ ル ギ 
ー 分 析 の 結果 , 鋼 メ ッシュ の Cu, 四 酸 化 オ スミ ウ 
AD Os, 細胞 成分 の Cl の スペ クト ル で ある こと 
が 確認 され , 黄 養 液 に 加え た Hg, Cr, Ph, の も 


の で は な いこ と が わか っ た . 

一 方 , 最終 濃度 1mM 以上 に 重金属 を 培養 液 に 
加え た 時 に は , 培養 細胞 に は 著 明 な 変化 が 見 られ 
た . 写真 2 は 塩化 第 二 水銀 を 最終 濃度 1mM に 加 
えた 培養 液 で 2 日 間 培 養 し た 細胞 で , 細胞 楼 は クロ 
マチ ン が 凝集 し , 小 胞体 及び さ ル ジ 装 置 は 崩壊 し , 
ミト ュ ン ドリ ア は 腫 大 し て cristae も 消失 し て い 
る . 細胞 質 内 に 所 々 見 られ る 円 型 の 高 電 子 密度 の 況 
粒 を 分 析 す る と 比較 的 高い シグ ナル が 得 ら れ , その 
エネ ルギー は 培養 液 に 加え た Hg の も の で ある と 
と が か 判明 し た . 細胞 質 の 他 の 部 位 及び 核 内 の 仁 を 分 
析 す る と 初め に 低い Hg の シグ ナル が 見 られ た 後 , 
すぐ に バッ ク グ ラウ ンド に 埋 れ て し まっ た . これ は 
Hg 化合 物 が 電子 線 の 衝撃 に より 昇華 し た た め と 思 
われ る . 

写真 3 は 最終 濃度 10mM に 塩化 第 二 水 銀 を 加え 
た 培養 液 で 2 日 間 塔 養 し た 細胞 で ある . 細胞 の 破壊 
は 1mM の 場合 と 大 差 な い が , 円 型 の 高 電 子 密度 
の 況 粒 は や や 増加 し た 他 , 放射 状 に 並ぶ 電子 密度 の 
mV BMS 見 られ た . 後者 は 多分 分 像 中 の 中 期 染色 
体 で あろ うと お も われ る . CHOOBNT, DH 
の 結果 Hg の スペ ベクトル が 検出 され た . MIRO 
他 の 部 位 に は 1 mM の 場合 と 同様 , 分 析 の 初め に 
低い Hg の シグ ナル が 認め られ た 後 , すぐ に ベッ 
ク グ ラウ ンド に 埋 れ て し まっ た . その 原因 は 多分 上 
記 同 様 , 電子 線 の 衝撃 に よる Hg OAREC ある と 
お も われ る . これ に 対し て 核 内 の 伝 で は 1mM の 
場合 より も 高い Hg の シグ ナル が 検出 され た . 

写真 4 は 塩化 クビ ム を 最終 濃度 1mM に 加え た 
場合 の 細胞 で , 細胞 の 破壊 は 殆ど 見 られ な いか が , 直 
薄 切 片 で 見 られ た 電子 密度 の 高い 小 申 粒 の 集まっ た 
部 位 を 分 析 す る と Cr に 相当 する エネ ルギー シグ ダナ 
ル が 検出 され た . 切片 の 他 の 部 位 で は これ に 相当 す 
る エネ ルギー シグ ナル は 検出 され な か っ た . 

写真 5 は 塩化 クロム を 最終 濃度 10mM に 加え た 
場合 で 。 核 内 で ほ は クロマ チン が 核 内 膜 及び 仁 周 囲 に 
WEL, 細胞 質 で は 小 胞体 , ゴル ジ 装 置 の 朋 壌 と , 
ミト ュ ン ドリ ア の 腫 大 と 崩壊 , 及び 細胞 膜 の 崩壊 が 
見 られ る . 細胞 質 内 に 点 在 す る 電子 密度 の 高い 不定 
型 の 台 粒 を 分 析 す る と 比較 的 高い レベ ル の Cr に 相 
当 す る エネ ルギー シグ ナル が 得 ら れ た だ た . 更に 細胞 質 
の 他 の 部 位 及 び 仁 か ら も Cr の シグ ナル が 検出 され 
Te | 
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Photo 1. 


‘Control LLC-MK2 cells and energy spectrum detected by 


analytical electron microscope (Magnification x 3000) 

Before (A) and after (B) analysis at points of arrows. C and 
D: Energy spectrum at points a and b, respectively, E: 
Identification of Cu (due to cupper grid) in the spectrum C., 
F; Identification of Os (due to osmium tetroxide in the fixa- 
tives) in the spectrum 'C, G: Identification of C] (cellular 
constiuent) in the spectrum C, 


183 


184 


写真 6 は 酢酸 鉛 を 1 mM CMRR T I 
し た 細胞 で , 細胞 構造 の 破壊 は 著 明 で は な い が , if 
胞 費 に は 電子 密度 の 高い 不定 型 の 物質 が 多数 存在 し 
て いる . これ を 分 析 す る と , Pb に 相当 する 高い エ 
ネル ギー シグ ナル が 検出 され , 同様 の シグ ナル は 細 
胞 外 の 高 電 子 密度 物質 に も 検出 され た . これ に 対し 
て 核 内 及び 細胞 質 の 他 の 部 位 で は 同様 の ング ナル は 


検出 され な か っ た . 

写真 7 は 酢酸 鉛 を 10mM に 加え た 場合 で , 細胞 
構造 は 著しく 崩壊 し , 粒子 状 の 高 電 子 審 度 物質 が 全 
体 に 散在 し て いる . この 粒子 を 分 析 す る と Pb に 相 
する シグ ナル が 検出 され た . 写真 7 C で は Pb シ 
グ ナ ル が 非常 に 高かっ た の で スペ クト ル の レベ ル を 


低下 させ て 測定 し て いる . 


Photo 2, Spectrum analysis on LLC-MK2 cells cultured 2 days in the 
presence of 1 mM HgCl,. Magnification: x 3000. 
Before (A) and after (B) analysis at points of arrows. C: 
Spectrum at the points analyzed. D: Identification of Hg in 
the spectrum C using KLM marker. 


+ 


si av 


«1 


185 


Photo 3. LLC-MK2 cells cultured 
for 2 days in the presence 
of 10 mM HgCl,, Magni- 
fication: 3-1: xX 1800: 3-2: 
x 2000; 3-3: X1800 
Before (A) and after (B) 
analysis at points of the 
arrows, C; Spectrum at the 
points analyzed, D: Iden- 
tification of Hg in the 
spectrum C using KLM 
marker, 
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Photo 4. 


LLC-MK2 cells cultured for 2 days in the presence of 1 mM 


CrCl,, Magnification: 3600 ] 
Before (A) and after (B) analysis at points of arrows. C: 
Spectrum at the points analyzed. D: Identification of Cr using 


KLM marker. 


rg 


Pohto 5, 


LLC-MK2 cells cultured for 2 days in the presence of 10 mM 


CrCl. Magnification: 1800 
Before (A) and after (B) analysis at points of arrows. C, E, 
and G: Spectra at points a, b, and c, respectively, D, F, 


and H: Identification of Cr using KLM marker, 
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Photo 6. 


LLC-MK2 cells cultured for 2 days in the presence of 1 mM 
lead acetate, Magnification: X1800. 
Before (A) and after (B) analysis at points of arrows, C: 


Spectrum at the points analyzed, D: Identification of Pb using 
KLM marker. 
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Photo 7. LLC-MK2 cells cultured for 2 days in the presence of 10 
mM lead acetate. Magnification: x1200. Note marked cell 


destruction. 
Before (A) and after (B) analysis at points of arrows, C: 


Spectrum at the points analysed. D: Identification of Pb. 
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考 3 

この 研究 で は 2 HEL 5 ERRERA E 
胞 に 著 積 され た 重金属 化合 物 を 検出 し よう と し た . 
と の 場合 1mM 以上 と いう ら 可 成り の 高 濃度 に 重 
金属 化合 物 を 境 養 液 こ 加え な いと 認め られ る 変化 は 
形態 学 的 に も , 又 金属 検知 機 で も 検出 され な か っ 
た . 更に 長期 間 重金属 化合 物 に 接触 きせ た 場合 の 検 
討 を 必要 と する も の の , ここ に 得 ら れ た 結末 は この 
装置 を 用 いて 分 析出 来る 研究 対象 に つい て の 限界 を 
示す と も 考え ん られ る . 

KE (1978), 及び 谷川 1979) に よれ ば , Hg が 
検出 され た 電子 密度 の 高い 申 粒 は , ライ ツ ゾ ゲー ム ま 
た は それ に 由来 する も の と お も われ る . Cr が 検出 
SHARES REO RY BAY RIK CHRTS C, 
微少 整 粒 の 集 り で ある こと が 判明 し た . この 構造 物 
は 小 胞体 付近 に 多く 見 られ る の で 小 胞体 と 何等 か の 
関係 が ある と お も われ る . Pb が 検出 され た 試料 で 
は 細胞 外 に も Pb BU BAAR She Cem 
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ら , zh DORIA Pinocytosis に より 細胞 内 に 取 
り 込 まれ た と も 考え られ る . 


ェ エネ ルギー 分 散 型 分 析 電 子 顕微 鏡 こ よっ て 貴 乳 類 
培養 細胞 LLC-MK2 に 蓄積 され た 水銀 , クム, 
鉛 と いっ た 重金属 化合 物 を 検出 し た . 培養 液 中 に こ 
れ ら 重金属 化合 物 を 1 一 10mM と い 5 う 比較 的 高 濃 
度 に 加え る と , 37°C, 2 AMOR k o MAIL 
態 学 的 変化 を 示し , MINS ET Hic BAC RAR 
に 加え た 重金属 に 特有 の エネ ルギー シグ ナル が 検出 
され だ た. 一 方 , 培養 液 中 の 重金属 化合 物 の 濃度 が 
0.1mM 以下 の 場合 は 2 日 間 の 堪 養 で は , 試料 中 に 
用 いた 重金属 に 特有 の シグ ナル を 認め る こと が 出来 
な た か っ た . これ ら の 結果 は この 装置 を 用 いて 医学 , 
生物 学 的 試料 中 に 蓄積 され た 重金属 を 検出 出来 る 能 
力 と その 限界 を 示す も の で ある . | 
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